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剪切 DR3第 10外显子促进乳腺癌 MDA-MB-231细胞株增殖

李长青1,辛林峰1,秦琴1,黄慧梅2,倪慧1,李佳乐1,张琳1

(1.桂林医学院附属医院,桂林　 541001;2.贵港市人民医院,贵港　 537100)

摘要　 目的 探讨死亡受体 3(DR3)第 10外显子在乳腺癌中的表达与作用。 方法 利用基因表达谱

交互分析数据库(GEPIA)分析 DR3在乳腺癌中的表达和预后价值,运用 log-rank检验进行生存差异

比较。 通过 CRISPR / Cas9技术构建剪切 DR3 第 10 外显子的质粒载体,对三阴性乳腺癌细胞株

(MDA-MB-231)DR3第 10外显子进行剪切。 分析 DR3 第 10 外显子剪切对 MDA-MB-231 细胞增殖

和相关剪接变异体表达的影响。 结果 生物信息分析结果表明,DR3 在乳腺癌患者中呈低表达,这

种低表达预示总体生存期较短。 剪切 DR3第 10外显子增强了 DR3剪接变异体 2、3、7的表达,并且

这种改变伴随 MDA-MB-231细胞增殖能力增强。 结论 DR3 在乳腺癌患者中呈现低表达且预示患

者总体生存期较短,DR3第 10外显子与乳腺癌密切相关。
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Cutting the tenth exon of DR3 promotes the proliferation of breast
cancer cell line MDA-MB-231
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2.The People′s Hospital of Guigang City, Guigang 537100, China)

Abstract　 Objective To investigate the expression and role of the tenth exon of death receptor 3 (DR3)

in breast cancer cells. Methods Gene expression profiling interactive analysis ( GEPIA) was used to

analyze the expression and prognostic value of DR3 in breast cancer, and log-rank test was used to

compare the survival differences. Construction of the plasmid vector splicing the tenth exon of DR3 was
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constructed and the tenth exon of DR3 in triple negative breast cancer cell line (MDA-MB-231) was

knocked down using CRISPR / Cas9 technology. Results Bioinformatics analysis showed that DR3

expression was low in breast cancer patients, and low expression predicted poor overall survival. In vitro

experiments revealed that knockdown of the tenth exon of DR3 enhanced the expressions of DR3 transcript

variants 2, 3 and 7, and this alteration resulted in enhanced proliferation of TNBC cell lines. Conclusion

The low expression of DR3 in the patients with breast cancer is indicative of shorter overall survival, and

the tenth exon of DR3 is closely related to breast cancer.

Keywords: the tenth exon of DR3; transcript variants; breast cancer; proliferation

　 　 乳腺癌是全世界女性中最常见的恶性肿瘤,它

也发生于男性[1-2]。 在我国女性人群中,乳腺癌是发

病率仅次于肺癌的最常见恶性肿瘤类型[3]。 至今,

治疗乳腺癌的主要方法仍是手术、放疗、化疗和内分

泌治疗[4-7]。 尽管大多数乳腺癌都到了较好的控制,

但由于疾病发现不及时、对化疗药物的耐药性或不

良反应等,仍有部分患者治疗效果不理想。 乳腺癌

是一种具有高度异质性的疾病[8],目前,临床上常常

依据乳腺癌免疫表型差异,将乳腺癌分为 Luminal A

型、Luminal B型、HER-2 阳性型和三阴性乳腺癌等 4

种临床亚型。 其中,三阴性乳腺癌因为其肿瘤的异

质性及化疗方案耐药问题导致其正成为预后最差的

乳腺癌亚型。 三阴性乳腺癌因缺失雌激素、孕激素、

人表皮生长因子受体 2 的表达而得名,具有患病年

龄小、侵袭转移性强、复发率高、生存期短等恶性临

床特征[9-10]。 随着生物技术的不断发展,三阴性乳

腺癌在肿瘤生物学中的特征也被逐渐揭示,从肿瘤

细胞的基因特征去进行个体化的靶向治疗正成为诊

断、治疗乳腺癌的重要手段。 因此,明确乳腺癌发生

发展的分子信号通路和潜在的分子生物标志物对有

效治疗乳腺癌显得格外重要。

肿瘤坏死因子 ( TNF) 和肿瘤坏死因子受体

(TNFR)超家族在免疫调节和宿主免疫反应中起着

至关重要的作用。 死亡受体 3(death receptor 3, DR3)

由位于人类 1p36.3位的 TNFRSF25 基因编码[4],是肿

瘤坏死因子受体超家族的成员之一。 DR3 与多种自

身免疫性疾病有关,如炎症性肠病、类风湿性关节炎

和银屑病[11-12]。 此外,DR3 参与生物调控的机制与

其自身结构的特征有关。 首先,DR3 有 10 个外显

子,其中第 10外显子主要参与编辑 DR3分子死亡结

构域,DR3的死亡结构域在细胞凋亡过程中具有重

要作用。 一些学者[13]认为,DR3 可介导炎症、免疫

反应及细胞凋亡,这与其胞质区域包含的死亡结构

域相关。 其次,DR3 另一个重要特征是其在人类基

因中存在 21 种剪接变异体。 有研究[14]显示,不同

变异体编码的蛋白常存在差异,DR3 剪接变异体的

作用机制目前尚不明确。 既往研究发现[15],DR3 在

乳腺癌组织中的表达低于癌旁组织,而在正常组织

中 DR3剪接变异体 1、4、7 表达高于肿瘤组织。 在

DR3的 21个剪接变异体中,1、2、3、4、5、7、12剪接变

异体参与 DR3 编码蛋白产物的 CDS 序列。 由于剪

接变异体 5所涉及 CDS 序列的碱基数仅为 6 个,故

不在本研究中探讨。 因此,本研究将选择 1、2、3、4、

7、12剪接变异体作为研究重点,探讨 DR3 的生物学

作用与机制。

本研究通过分析基因表达谱 ( gene expression

profiling interactive analysis, GEPIA) 数据库,发现

DR3表达下降的乳腺癌患者预后不良。 为此,本研

究构建剪切 DR3第 10外显子的质粒载体,探究 DR3

剪接变异体的表达及其对乳腺癌细胞的作用。

1　 材料与方法

1.1　 生物信息学分析

通过 GEPIA 数据库( http: / / gepia2. cancer-pku.

cn)对 DR3 在乳腺癌中的表达和预后进行分析,采

用 log-rank检验分析 DR3的表达与生存期的关系。
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1.2　 细胞培养和试剂

本研究使用的人乳腺癌细胞(MDA-MB-231)购

自青旗(上海)生物技术发展有限公司,并使用含有

10%胎牛血清的 DMEM 培养基在 37 ℃、5%CO2环

境中进行培养。

1.3　 细胞转染与筛选

为了在 MDA-MB-231 细胞中剪切 DR3 第 10 外

显子,以未特殊处理的空白载体质粒为对照组质粒,

以插入 sgRNA(sgRNA序列包括序列 1: GGGCCTCG

GAGCCGTTTACGCGG 和序列 2:GCTCTACGACGTG

ATGGACGCGG)质粒为实验组质粒。 本研究基于

CRISPR / Cas9 技术构建了由对照组质粒制成的对照

组慢病毒液和由实验组质粒制成的实验组慢病毒

液。 将生长状态良好的 MDA-MB-231 细胞分为实验

组及对照组,按 2.00 μg / mL浓度分别加入实验组慢

病毒液、对照组慢病毒液,两组细胞转染质粒 16 h后

更换为完全培养基继续培养细胞,转染 72 h后,通过

荧光显微镜观察两组细胞转染效率。 通过预实验得

知 MDA-MB-231细胞在 5 μg / mL 嘌呤霉素的完全培

养液中培养 72 h或在 2.5 μg / mL 嘌呤霉素的完全培

养液中培养 14 d 均不可存活。 因此,待转染质粒的

对照组细胞和实验组细胞生长状态良好时,将两组

细胞置于含 5 μg / mL 嘌呤霉素的完全培养液中筛选

72 h后,再将细胞置于含 2.5 μg / mL 嘌呤霉素的完

全培养液中筛选 14 d,再将细胞更换为完全培养液

进行培养,收集两组细胞;采用实时荧光定量 PCR

(quantitative PCR,qPCR)检测剪切 DR3 第 10 外显

子的效率,将鉴定 DR3第 10外显子已剪切的实验组

细胞和 DR3第 10外显子未剪切的对照组细胞冻存

保种,以便于研究。

1.4　 实时荧光定量 PCR
先使用日本 TaKaRa公司的 RNA 提取试剂盒提

取细胞总 RNA,采用荧光分光光度计检测 RNA 纯

度;再使用 Thermofishe 公司的 RevertAid 预混液(含

DNase I)反转录试剂盒合成第一链 cDNA;然后使用

莫纳生物科技有限公司的 SYBR Green I嵌合染料法

专用 qPCR 试剂 RapidStart SYBR Green qPCR Mix、

引物、cDNA 模板等检测 DR3 第 10 外显子、DR3 的

1、2、3、4、7、12 剪接变异体表达水平。 以 β-actin 为

参照,采用 2-△△ Ct法确定基因表达量[16],qPCR 引物

购自生工生物工程(上海)股份有限公司,引物序列

如表 1所示。

表 1　 引物序列

引物 上游引物 下游引物

β-actin 5′-CTACCTCATGAAGATCCTCACCGA-3′ 5′-TTCTCCTTAATCTCACGCACGATT-3′

DR3变异体 1 5′-GGAGGCAGAGTAGGTGTGTTC-3′ 5′-GGCGGTATGTGTAGGTCAGG-3′

DR3变异体 2 5′-GTGTGTCCCCAAGACACCTT-3′ 5′-ACCCAGAACATCTGCCTCCA-3′

DR3变异体 3 5′-CACACGGCTACTCTGTTCCC-3′ 5′-CCATCCCAGCTTCATTCTGC-3′

DR3变异体 4 5′-AGCGGCCTCCCAGGTG-3′ 5′-AACAGAGTAGCCGTGTGTGG-3′

DR3变异体 7 5′-TGAAGGCGGAACCACGAC-3′ 5′-CATCCCAGCTTCATCCGCTG-3′

DR3变异体 12 5′-CCCTATCCCCTCTTCCTATTC-3′ 5′-TTCACCCTTCTACTGCCAACC-3′

DR3第 10外显子 a1 5′-CGGTGGGAAGTTGTGGTTT-3′ 5′-AGCATCTCGTACTGCTGGTCT-3′

DR3第 10外显子 a2 5′-TGCGGTGGGAAGTTGTGG-3′ 5′-AGCATCTCGTACTGCTGGTCT-3′

DR3第 10外显子 b1 5′-CGAGACCAGCAGTACGAGATG-3′ 5′-CCGCAGAAACGCCAAGAA-3′

DR3第 10外显子 b2 5′-CGAGACCAGCAGTACGAGATG-3′ 5′-GCAGAAACGCCAAGAAGC-3′
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1.5　 CCK-8法检测细胞增殖
将未剪切 DR3 第 10 外显子的 MDA-MB-231 细

胞株设置为对照组,已剪切 DR3 第 10 外显子的

MDA-MB-231细胞株设置为实验组,将完全培养液

设置为空白组。 将对照组及实验组细胞消化、离心

后,用完全培养液重悬制为 5 000 个 / mL 的细胞悬

液。 将制备好的对照组及实验组细胞悬液接种到 96
孔板中,设置空白组,每孔 200 μL,每组 6个复孔;并
在其余孔中加入 200 μL PBS,以防止液体蒸发。 将

接种好的 96孔板置于 5% CO2、37 ℃恒温条件下培

养 24 h、48 h、72 h。 在各时间点,除去孔中液体后,
加入 100 μL CCK-8工作液(由 10 μL CCK-8试剂与

90 μL完全培养液混合制成),混匀后,将 96 孔板放

入培养箱,恒温孵育 2 h。 使用酶标仪检测吸光度值

(OD值),波长为 450 nm。 根据各组各时间点计算

相应的 OD值。 以 OD值作为纵坐标,以时间为横坐

标,绘制细胞增殖能力图谱。

1.6　 统计学方法
实验数据使用 SPSS 25.0 及 GraphPad Prism 9

软件分析,P<0.05表示差异具有统计学意义。

2　 结果
2.1　 DR3在乳腺癌中的表达及预后

依据来源于 GEPIA数据库中的 1 085例乳腺癌组

织和 291例正常乳腺组织的研究数据分析,结果表明,
DR3在乳腺癌组织中表达明显低于在正常组织中的表

达,差异有统计学意义(P<0.05),结果如图 1所示。

注:与乳腺癌组织组比较,∗P<0.05。

图 1　 DR3在乳腺癌中的表达

以中位表达值为截断点,Kaplan-Meier 曲线分析

显示,DR3低表达乳腺癌患者的总生存期较短,结果

如图 2所示。

图 2　 DR3表达水平与乳腺癌患者总生存期的分析

2.2　 剪切 DR3 第 10 外显子 MDA-MB-231 细胞株

的构建

采用 CRISPR / Cas9 技术构建剪切 DR3 第 10 外

显子的MDA-MB-231细胞株(实验组)与未剪切 DR3

第 10外显子的 MDA-MB-231细胞株(对照组),细胞

株中,DR3第 10外显子表达的水平如图 3所示。

注:与对照组比较,∗P<0.05。

图 3　 DR3第 10外显子的表达水平分析

2.3　 DR3第 10外显子对 2、3、7剪接变异体的影响

三阴性乳腺癌细胞株剪切了 DR3 第 10 外显子

后的实验组,DR3 的 2、3、7 剪接变异体明显升高

(P<0.05),结果如图 4所示。
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注:与对照组比较,∗P<0.05。

图 4　 DR3第 10外显子剪切后的剪接变异体表达分析

2.4　 DR3第 10外显子剪切后可促进三阴性乳腺癌

细胞增殖

细胞培养 24、48、72 h 后,CCK-8 细胞增殖实验

结果显示,实验组 OD 值高于对照组,差异有统计学

意义(P<0.05),结果如图 5所示。

注:与对照组比较,∗P<0.05。

图 5　 DR3第 10外显子剪切后细胞增殖能力分析

3　 讨论
三阴性乳腺癌占乳腺癌病理类型的 15% ~

20%,有较强的分子遗传学异质性[17]。 三阴性乳腺

癌的治疗效果不如其他亚型的乳腺癌,靶向治疗正

成为治疗三阴性乳腺癌的重要手段。 肿瘤坏死因子

受体超家族包含 8个死亡结构域(DD)的受体,包括

TNFR1(也称为 DR1), Fas (也称为 DR2)、 DR3、
DR4、DR5、DR6、NGFR 和 EDAR。 DR3 是肿瘤坏死

因子受体超家族的一个亚组,其功能与细胞凋亡和

坏死性凋亡密切相关[18]。 DR3 在慢性淋巴细胞白

血病、肝癌、乳腺癌、结直肠癌等疾病中起重要作

用[19-23]。

生物信息学分析揭示,DR3 在乳腺癌组织中呈

现低表达,且 DR3低表达乳腺癌患者的总生存期短

于 DR3高表达患者。 GE 等[21]研究发现,乳腺癌患

者 DR3表达水平低预示着生存期短,DR3 对乳腺癌

患者预后有重要作用。 剪切 DR3 第 10 外显子后的

三阴性乳腺癌细胞的增殖能力大于未剪切 DR3 第

10外显子的三阴性乳腺癌细胞。 细胞存活实验结果

表明,DR3在结肠癌细胞中可通过与内皮细胞 E-选

择素的黏附触发细胞存活途径,从而减缓细胞凋亡,

这一现象与 DR3 剪接变异体的替代机制相关[23]。

本研究结果表明,在剪切了 DR3第 10外显子的三阴

性乳腺癌细胞株中,DR3 的 2、3、7 剪接变异体表达

水平增强。 DR3具有 10个外显子,这些外显子可组

建不同的剪接变异体,其表达的蛋白产物可调控细

胞的生物学行为。 1 剪接变异体与 2 剪接变异体都

含有第 10外显子,但剪切 DR3 第 10 外显子后,2 剪

接变异体表达明显升高,而 1 剪接变异体的表达没

有明显改变,提示 DR3 不同变异体所受的外显子剪

接调控不尽相同。 DR3中存在与死亡结构域密切关

联的某些外显子表达改变可引起剪接变异体替代机

制,最终影响到细胞增殖能力变化。 研究结果显示,

DR3可在淋巴细胞、癌细胞中以随机剪接方式产生

剪接变异体发挥作用[14,24-27]。 虽然调控 DR3 不同

剪接变异体形成的机制尚不明确,但根据目前已有

的研究结果推测,DR3第 10外显子可能通过剪接变

异体的替代机制来调控三阴性乳腺癌细胞的增殖能

力。

4　 结论
剪切三阴性乳腺癌细胞 DR3第 10外显子后,三

阴性乳腺癌细胞的增殖能力增强,DR3 的 2、3、7 剪

接变异体表达升高。 DR3可通过剪接变异体调控三

阴性乳腺癌细胞的增殖能力并最终影响乳腺癌患者

的预后。 DR3第 10 外显子有望成为临床上治疗乳

腺癌的重要分子靶点。
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